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(54) Verfahren zur Stabilisierung von Nukleinsauren vor deren Isolierung aus Blutproben 

(57) Es wird ein Verfahren zur Stabilisierung von 
Nukleinsauren in einer Blutprobe und zur Isolierung von 
Nukleinsauren aus einer Blutprobe beschrieben, bei 
weichem das Blut unmittelbar nach der Abnahme vom 
Patienten mit Guanidiniumthiocyanat gemischt wird, so 
daBdie gesamten in der Blutprobe enthaltenen Nuklein- 
sauren wahrend der Weiterverarbeitung vollstandig 
erhalten bleiben. 
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Beschreibung 

Die Erfindung betriffl ein Verfahren zur Stabilisie- 
rung von Nukleinsauren vor deren Isolierung aus Blut- 
proben. 5 
Virale Infektionen kOnnen einerseits auf dem klassi- 
schen Weg Qber den Nachweis von viralen Proteinen 
Oder AntikOrpern gegen die Viren und andererseits 
durch den Nachweis der den Viren entsprechenden 
Nukleinsauren diagnostiziert werden. w 

Bei der zuletzt genannten Methode muB man zwi- 
schen DNA Viren und RNA Viren, zu denen unter 
andere HIV und das Hepatitis C Virus gehOren, unter- 
scheiden. 

Insbesondere beim Nachweis von RNA Viren is 
besteht aufgrund der geringen Stability der nachzuwei- 
senden Nukleinsauren die Gefahr, daB diese Nuklein- 
sauren enzymatisch angebaut werden, wenn die 
Blutprobe nicht rasch in einem Labor weiterverarbeitet 
wird. Oft ist der Ort, an wetche dem Patienten Blut 20 
abgenommen wird nicht ident mit dem Ort, an dem das 
Blut analysiert wird. Bisher wurde daher aus dem Blut 
durch Zentrifugieren Serum prepariert und dieses 
Serum fur Transport und Aufbewahrung eingefroren. 
Nach dem Auftauen wurden dann die Nukleinsauren 25 
nach Standardprotokollen extrahiert, wobei die Virus- 
partikel aus dem Serum durch Zentrifugieren vor der 
Extraktion angereichert werden kdnnen. Die Nuklein- 
sauren werden dann z.B. mittels Polymerase-Ketten- 
Reaktion {"PGR") nachgewiesen. 30 

Ein Nachteil dieses bekannten Verfahrens ist, daB 
bei der Serumgewinnung die Gefahr besteht, daB der 
Virus RNA angebaut wird und somit nicht mehr nachge- 
wiesen werden kann. Insbesondere eine quantitative 
Bestimmung, welche auch fur die Diagnostik groBe 35 
Bedeutung hat, ist unmOglich. Weiters besteht keine 
MOglichkeit, in Blutzellen integrierte Viren nachzuwei- 
sen und/oder sonstige RNA Spezies aus Blutzellen zu 
isolieren (z.B. fur die Tumor- FrQherkennung), da, wie 
oben beschrieben, nur das Serum zur Analyse verwen- 40 
det wird. Ein weiterer Nachteil ist, daB die kannten Stan- 
dardprotokolle zur Isolierung von RNA viele 
Manipulationen erfordern, womit einerseits das Risiko 
fur das Personal erhOht wird, andererseits die Gefahr 
einer Verschleppung von Probenmaterial zwischen den 45 
Proben steigt Da die Nachweismethoden jedoch sehr 
sensitiv sind, kOnnen schon geringste verschleppte 
Volumina einer positiven Probe andere Proben falsch 
positiv werden lassen. 

Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist es, ein Ver- so 
fahren zur Stabilisierung von Nukleinsauren vor deren 
Isolierung aus Blutproben zu finden, bei dem die zuvor 
genannten Nachteile nicht auftreten. 

Die Aufgabe wird erf indungsgemaB dadurch gelOst, 
daB die Blutprobe unmittelbar nach der Abnahme vom 55 
Patienten mit Guanidiniumsalz, z.B. Guanidiniumthio- 
cyanat, vermischt wird und infolge die Nukleinsauren 
aus Blutzellen sowie von in Blutzellen oder im Serum 



enthaltenen Viren nach an sich bekannten Verfahren 
isoliert werden. 

Die Weiterverarbeitung kann z.B. mit folgenden 
Schritten erfolgen: 

a) Isolierung von DNA: 

- Mischen der Blut-Guanidiniumsalz-LOsung mit 
Athanol 

- Abtrennen des aus dem vorigen Schritt resul- 
tierenden, DNA-haitigen Niederschlages durch 
Zentrifugieren 

Waschen des Niederschlages mit Athanol und 
AuflOsen des Niederschlages in waBriger 
Lfisung 

b) Isolierung von RNA: 

Mischen der Blut-Guanidiniumsalz-L6sung mit 
einem Gemtsch aus Phenol und einer waBri- 
gen Guanidiniumsalz-LOsung 

- Zugabe von Chloroform 

- Trennen in eine organische, proteinhaitige 
Phase und eine waBrige, RNA-haitige Phase 
durch Zentrifugieren 

- Versetzen der waBrigen Phase mit Isopropanol 
Abtrennen des aus dem vorigen Schritt resul- 
tierenden, RNA-haitigen Niederschlages durch 
Zentrifugieren 

Waschen des Nierschlages mit Athanol und 
AuflOsen des Niederschlages in waBriger 
LOsung 

ErfindunsgemaB liegt das Guanidiniumsalz in Pul- 
verform vor, wodurch im Vergleich mit einer Guanidini- 
umsalz-LCsung d|e hfihere Stabilitat des 
Guanidiniumsalzes genutzt wird. Vorzugsweise ist das 
Guanidiniumsalz Bereits in dem an sich bekannten zur 
Blutabnahme bestimmten System, z.B. in einer Eprou- 
vette mit Unterdruck vorhanden und wird darin mit dem 
Blut vermischt, bzw auch darin aufgelOst. Das erfin- 
dungsgemaBe bevorzugte Mischungsverhaitnis ist 4 
Millimol Guanidiniumsalz pro Milliliter Blut. Das Guanidi- 
niumsalz lysiert Blutzellen und Viruspartikel und dena- 
turiert allgemein Proteine. Somit werden insbesonders 
auch spezielle NuWeinsaure abbauende Enzyme (RNa- 
sen und DNasen) desaktiviert. 

Je weniger Verfahrensschritte bzw. Pipettierschritte 
zur Isolierung der Nukleinsauren notwendig sind, desto 
geringer ist das gesundheitliche Risiko fur das Labor- 
personal und desto geringer ist auch das Risiko einer 
Verschleppung von Probenmaterial. Ist das Guanidini- 
umsalz bereits im zur Blutabnahme bestimmten GefaB 
enthalten (geschlossenes System), bedeutetdies einen 
Schritt weniger und somit erhOhte Sicherheit. Das erfin- 
dungsgemaBe Verfahren ist gegenuber bisher kannten 
Verfahren sicherer, schneller, einfacher und ermOglicht 
dabei sowohl die Isolierung von Nukleinsauren der in 



2 



WEST 



3 



EP 0 818 542 A1 



4 



Blutzellen enthaltenen Viren als auch von NuWeinsau- 
ren von im Serum enthaltenen Viren, wobei die Stabili- 
sierung aller NuWeinsauren gewahrleistet ist. 

Um das erfindungsgemaBe Verfahren noch deutli- 
cher darzustellen, wird nachfolgend ein konkretes Aus- 
fuhrungsbeispiel bechrieben. 

In ein evakuiertes BIutabnahme-ROhrchen mit 0,94 
g Guanidiniumthiocyanat in Pulverform werden 2 ml 
Blut abgenommen. Alternativ dazu kann mit einer her- 
kGmmlichen Spritze Vollblut abgenommen und 2 ml 
davon in einen Behaiter mit 0,94 g Guanidiniumthiocya- 
nat transferiert werden. Durch Schutteln des geschlos- 
senen Behaiters lost sich das Guanidiniumthiocyanat 
im Blut auf. Das Guanidiniumthiocyanat bewirkt, daft 
Blutzellen und Viruspartikel lysiert werden und Proteine 
denaturiert werden. Somit werden auch Nukleasen des- 
aktiviert. In diesem stabilisierten Zustand kann die Blut- 
Guanidiniumthiocyanat-Losung bei Raumtemperatur 
transportiert Oder bis zu 24 Stunden gelagert werden. 
Zur iangeren Lagerung ist eine Kuhlung auf -20°C not- 
wendig. 

Zur Isolierung der DNA werden 500 \i\ der Blut- 
Guanidiniumthiocyanat-LOsung mit 500 \x\ 4 M Guanidi- 
niumthiocyanat-Losung, gepuffert mit 0,1 M Tris/CI, pH 
8, gemischt. Durch Zugabe von 500 nl 99%-igem Atha- 
nol wird DNA prSzipitiert und durch Zerrtrifugieren bei 
15.000xg fur 5 min pelletiert Nach zweimaligem 
Waschen des Niederschlag es mit 95%-igem Athanol 
wird der DNA-haitige Niederschlag in waBrigem Puffer 
oder in Wasser gelOst. 

Zur Isolierung der RNA werden 3 ml eines Gemi- 
sches aus Phenol und einer waBrigen Guanidiniumthio- 
cyanat-LOsung, im Verhaitnis 3 Teile Phenol, gesattigt 
und gepuffert mit 0,1 M Tris/CI, pH 8, und 1 Teil 4 M 
Guanidiniumthiocyanat-LOsung in Aqua dest, der Blut- 
Guanidiniumthiocyanat-LOsung beigement. 

Dann werden 1,2 ml von dem entstehenden Blut- 
Guanidiniumthiocanat-Pnenol-Gemisch mit 120 \i\ 
Chloroform und 60 \i\ Natriumacetat-Losung gemischt. 
Beim anschlieBenden Zentrifugieren, 15 min mit 
15.000xg bei 4°C, trennen sich die beiden entstande- 
nen Phasen und man erhait eine organische, protein- 
haitige Phase, dann eine Interphase, welche 
denaturierte Proteine und DNA enthait und oben eine 
waBrige, RNA-haitige Phase. 

Von der oberen, waBrigen, RNA-haitigen Phase 
werden 600 jil Isopropanol gemischt. Dann folgt eine 
Zentrifugation mit 1 S.OOOxg fur 1 5 min bei 4°C, wodurch 
die RNA prazipitiert wird. 

Es folgt ein dreimaliges Waschen des Niederschla- 
ges, indem der Isopropanol-Uberstand abgegossen 
wird und 600 julI 70%-iger Athanol zum Niederschlag 
zugegeben wird. Durch Aufschutteln des Niederschla- 
ges und Zentrifugieren bei 1 S.OOOxg fur 5 min wird die- 
ser von Guanidiniumsalzen gewaschen. AbschlieBend 
wird der Athanoluberstand volistandig entfernt und der 
RNA-haitige Niederschlag in einem waBrigen Puffer 
oder in Wasser gelOst 



w 



15 



20 



25 



30 



35 



40 



45 



50 



55 



Patentanspruche 

1. Verfahren zur Stabilisierung von NuWeinsauren in 
einer Blutprobe, dadurch gekennzeichnet, daB die 
Blutprobe unmittelbar nach der Abnahme vom Pati- 
enten mit Guanidiniumsalz, z.B. Guanidiniumthio- 
cyanat, vermischt wird und infolge die 
NuWeinsauren aus Blutzellen sowie von in Blutzel- 
len oder im Serum enthaltenen Viren nach an sich 
bekannten Verfahren isoliert werden. 

2. Verfahren nach Anspruch 1 , dadurch gekennzeich- 
net, daB das Guanidiniumsalz in Form von Pulver 
vorliegt und durch Schutteln im Blut aufgelOst wird. 

3. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspru- 
che, dadurch gekennzeichnet, daB das Guanidini- 
umsalz bereits in dem an sich bekannten, zur 
Blutabnahme bestimmten System, z.B. in einer 
Eprouvette mit Unterdruck, vorliegt. 

4. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspru- 
che, dadurch gekennzeichnet, daB pro Milliliter Blut 
vorzugsweise 4 Millimol Guanidiniumsalz vorban- 
den sind. 
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(54) Process to Stabilize Nucleic Acids Before Their Isolation 
from Blood Samples 

(57) Described is a process to stabilize nucleic acids in a blood 
sample and to isolate nucleic acids from a blood sample in which 
the blood is mixed with guanidinium thiocyanate immediately after 
taking it from the patient, so that all the nucleic acids 
contained in the blood sample are completely retained during 
further processing. 

Zi 1 

Description 

The invention involves a process to stabilize nucleic acids 
before their isolation from a blood sample. 
Viral infections can, on the one hand, be diagnosed in the 
classic manner from evidence of viral proteins or antibodies 
against the viruses and, on the other hand, by evidence of the 
viruses according to the nucleic acids. 

In the last named method one must differentiate between DNA 
viruses and RNA viruses which include, among others, HIV and 
hepatitis C viruses. 

Especially with evidence of RNA viruses there is the danger, 
due to the low stability of the nucleic acids to be verified, 
that these nucleic acids are enzymatically added to, if the blood 
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sample is not rapidly further processed in a lab. Often the 
location at which the blood is taken from the patient is not 
identical with the location at which the blood is analyzed. 
Therefore up to now serum was prepared by centrifuge from this 
blood and this serum was frozen for transport and storage. After 
thawing the nucleic acids were then extracted by standard 
protocols, whereby the virus particles from the serum could be 
enriched by centrifuging before extraction. The nucleic acids 
were then verified, for example, using a polymerase chain 
reaction ("PCR") . 

A disadvantage of this known procedure is, that the danger 
exists when acquiring serum, that the RNA virus will be added to 
and thus no longer be able to be verified. In particular, a 
quantitative determination which is of great significance for 
diagnostics is impossible. In addition, there is no possibility 
of verifying viruses integrated into blood cells and/or isolate 
other RNA species from blood cells (e.g., for early tumor 
recognition) , since, as described above, only the serum is used 
for analysis. Another disadvantage is, that the known standard 
protocols to isolate RNA require many manipulations, whereby, on 
the one hand, the risk for personnel is high and, on the other 
hand, the danger of spreading sample materials between different 
samples exists. Since the verification methods are very 
sensitive, the slightest spread amount of a positive sample can 
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leave false positives in other samples. 

The goal of the invention is finding a process to stabilize 
nucleic acids before their isolation from a blood sample in which 
the above named disadvantages do not appear. 

The goal of the invention is attained by the blood sample 
being mixed immediately after its taking from the patient with 
guanidium salt, e.g., guanidium thiocyanate, as a result of which 
the nucleic acids from blood cells as well as the viruses 
contained in blood cells or in serum are isolated as in the known 
process . 

Further processing can, for example, occur with the 
following steps : 

a) Isolation of DNA: 

- Mixing the blood-guanidium salt solution with ethanol, 

- Separation of the precipitate that contains the DNA and 
results from the previous step by centrif uging, 

- Washing of the precipitate with ethanol and dissolution of 
the precipitate in a watery solution. 

b) Isolation of RNA: 

- Mixing the blood-guanidium salt solution with a mixture of 
phenol and a watery guanidium salt solution, 

- Addition of chloroform, 

- Separation by centrifuging into an organic phase 
containing protein and a watery phase containing RNA, 
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- Displacement of the watery phase with isopropanol, 

- Separation by centrifuging of the precipitate that 
contains RNA and results from the prior step, 

- Washing of the precipitate with ethanol and dissolution of 
the precipitate in a watery solution. 

According to the invention the guanidium salt is present in 
powder form, whereby the higher stability of the guanidium salt 
is used in comparison to that of the guanidium salt solution. 
Preferably the guanidium salt is already present in the known 
system for taking blood, e.g., in a test tube under pressure, and 
is then mixed with the blood or dissolved in it. The mixture 
relationship preferred in the invention is 4 millimol of 
guanidium salt per millimeter of blood. The guanidium salt lyses 
the blood cells and virus particles and denatures general 
proteins. Thus enzymes (RN-ases and DN-ases) breaking down 
special nucleic acids are desactivated. 

The fewer the process steps or pipette steps that are 
required to isolate the nucleic acids, the lower the health risk 
for lab personnel and the lower, too, the risk of spreading of 
the test material. If the guanidium salt is already contained in 
the vessel for taking the blood (a closed system) , that means one 
less step and thus higher safety. The process of this invention 
is safer, faster, and simpler than previously known processes and 
thereby enables the isolation of nucleic acids of viruses 



5 



12, 

contained in blood cells as well as the nucleic acids of viruses 
contained in serum, whereby the stability of the nucleic acids is 
guaranteed. 

In order to make the process of the invention more clear, 
the following concrete execution model will be described. 

2 ml of blood are placed into an evacuated blood sample tube 
containing 0.94 g of guanidium thiocyanate in powder form. 
Alternatively whole blood can be taken with a customary injection 
needle and 2 ml of it can be transferred to a container with 0.94 
g of guanidium thiocyanate. By shaking the closed container the 
guanidium thiocyanate dissolves in the blood. The guanidium 
thiocyanate causes the blood cells and virus particles to undergo 
lysis and proteins are denatured. Thus nucleases are also 
denatured. In this stabilized condition the blood-guanidium 
thiocyanate solution can be transported at room temperature or 
stored for up to 24 hours. For longer storage periods cooling at 
-20 degrees C is necessary. 

To isolate DNA, 500 ]il of the blood-guanidium thiocyanate 
solution buffered with 500 ]il 4 M guanidium thiocyanate solution 
is mixed with 0.1 M tris/Cl, pH 8. DNA is precipitated by the 
addition of 500 \il 99% ethanol and pelletized by centrifuging at 
15,000 rev for 5 minutes. After a double washing of the 
precipitate in 95% ethanol, the precipitate containing the DNA is 
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dissolved in a watery powder or in water. 

To isolate RNA, some 3 ml of a mixture of phenol and a 
watery guanidium thiocyanate solution with a ratio of 3 parts 
phenol is saturated and buffered with 0.1 M tris/Cl, pH 8 and 1 
part 4 M guanidium thiocyanate solution in Aqua dest, and the 
blood-guanidium thiocyanate solution is mixed in. 

Then 1.2 ml of the existing blood-guanidium thiocyanate- 
phenol mixture is mixed with 120 ul of chloroform and 60 yl of a 
sodium-acetate solution. During the following centrifuging for 15 
minutes at 15,000 rev and 4 degrees C, the two resulting phases 
separate and one obtains an organic phase containing proteins, 
then an inter-phase which contains denatured proteins and DNA, 
and on the top, a watery phase containing RNA. 

From above some 600 ul of isopropanol are mixed with the 
watery phase containing RNA. Next there is centrifuging with 
15,000 rev for 15 minutes at 40 degrees C, whereby the RNA is 
precipitated. 

There is then a third washing of the precipitate, in that 
the excess isopropanol is poured off and 600 ul of 70% ethanol 
is added to the precipitate. By shaking the precipitate and 
centrifuging at 15000 rev for 5 minutes, it is washed by the 
guanidium salts. Finally the excess ethanol is completely removed 
and the precipitate containing the RNA is dissolved in a watery 
powder or in water. 
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Patent Claims 

1. Process to stabilize nucleic acids in a blood sample thereby 
characterized by the blood sample being mixed immediately after 
its taking from the patient with guanidium salt, e.g., guanidium 
thiocyanate, as a result of which the nucleic acids from blood 
cells as well as the viruses contained in blood cells or in serum 
are isolated as in the known process. 

2. Process according to Claim 1 thereby characterized by the 
guanidium salt being in the form of powder and being dissolved in 
the blood by means of shaking. 

3. Process according to one of the prior claims thereby 
characterized by the guanidium salt being already contained in 
the known system for the taking of blood, e.g., in a test tube 
under pressure. 

4. Process according to one of the prior claims thereby 
characterized by 4 millimol of guanidium salt preferably being 
present in each milliliter of blood. 
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